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1 UVOD 
 
Heterocikliĉni aromatski amini (HCA) so skupina spojin z moĉno mutageno aktivnostjo, 
poslediĉno imajo visok potencial za nastanek raka. V hrani so prisotni zaradi nastajanja med 
toplotno obdelavo rdeĉega mesa, rib in perutnine. Do sedaj so identificirali veĉ kot 
petindvajset HCA. 
 
V literaturi se obiĉajno navaja le temperatura toplotne obdelave ţivil, nikjer pa nismo 
zasledili, kako na nastanek HCA vpliva nihanje temperature, ki lahko v peĉniškem prostoru 
znaša od 0,5 °C do 30 °C. Direktna posledica tega so višje maksimalne temperature, ki lahko 
povzroĉijo poveĉano tvorbo HCA oz. tudi 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina 
(PhIP). 
 
V nalogi smo prouĉevali vpliv nihanja temperature (oscilacije) med toplotno obdelavo na 
nastanek PhIP, poleg tega smo doloĉili uporabnost avtomatiziranega postopka ekstrakcije s 
trdno fazo (SPE) SmartPrep
®
 za ekstrakcijo PhIP in MeIQx. 
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Cilj naloge je bil ovrednotiti, kako nihanje temperature (oscilacija) med toplotno obdelavo 
vpliva na tvorbo PhIP, ter ugotoviti uporabnost avtomatiziranega SPE SmartPrep
®
. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da bodo veĉje oscilacije temperature peĉice povzroĉile poveĉano vsebnost 
PhIP v toplotno obdelanem mesu. 
 
Predvidevamo, da bodo primerjalne analize, izvedene na avtomatiziranem SPE SmartPrep
®
, 
enake kot po klasiĉnem postopku. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 SESTAVA SVINJSKEGA PLEĈETA 
 
Vrsta in izbira kosa mesa lahko pomembno vplivata na vsebnost in profil HCA v konĉnem, 
toplotno obdelanem izdelku. Tako se npr. PhIP hitreje tvori v pustem pišĉanĉjem mesu, 
vsebnost 2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-f]-kinoksalina (MeIQx) pa je navadno višja v 
svinjskem ali govejem mesu (Alaejos in Afonso, 2011), kar je zagotovo posledica razliĉne 
sestave izbranih kosov in s tem vsebnosti ter dostopnosti prekurzorjev. Prisotnost koţe (pri 
perutnini), ki ima nizko vsebnost kreatin(in)a (kreatina in/ali kreatinina), zmanjša tvorbo HCA 
med toplotno obdelavo (Gašperlin in sod., 2009). Višja vsebnost mašĉob v svinjini lahko 
bistveno prispeva k tvorbi HCA preko produktov Maillardove reakcije, kot so piridini, nastali 
iz produktov razgradnje lipidov (Alaejos in Afonso, 2011).  
 
Glede na Slovenske prehranske tabele (Golob in sod., 2006) svinjsko pleĉe (m. triceps 
brachii) v povpreĉju na 100 g vsebuje 74,5 g vode, 19,3 g skupnih beljakovin, 4,4 g skupne 
mašĉobe in 1,04 g pepela.  
 
2.1.1 Prekurzorji HCA 
 
Vlogo prekurzorjev v mesu in ribah imajo proste aminokisline, heksoze, kreatin(in) in 
nekateri dipeptidi (Alaejos in Afonso, 2011), njihovo razmerje pa je lahko pomemben 
dejavnik nastajanja HCA (Skog in Jägerstad, 1990). 
 
Pribliţno oceno vsebnosti prostih aminokislin in reducirajoĉih sladkorjev v svinjskem pleĉetu 
(m. triceps brachii) dobimo s podatki za dolgo hrbtno mišico (longisimus dorsi). Ta 
povpreĉno na 100 g vsebuje 12,52 mg alanina, 3,91 mg arginina, 3,01 mg asparagina, 2,17 mg 
asparagina, 0,56 mg cisteina, 15 mg glutamina, 11,6 mg glutaminske kisline, 7,26 mg glicina, 
6,51 mg histidina, 0,91 mg hidroksiprilina, 3,13 mg izolevcina, 7,09 mg levcina, 7,77 mg 
lizina, 3,6 mg metionina, 4,95 mg fenilalanina, 4,42 mg prolina, 5,72 mg serina, 4,08 mg 
treonina, 1,3 mg triptofana, 4,44 mg tirozina in 5,84 mg valina. Vsebnost posameznih 
aminokislin je dokaj variabilna, kar je lahko posledica razlik med ţivalmi, razliĉnih ĉasovnih 
intervalov zorenja in razliĉne kakovosti mesa. Od sladkorjev pa dolga hrbtna mišica vsebuje 
najveĉ glukoze (2,29 mg/g) ter manjše koliĉine fruktoze (0,62 mg/g), manoze (151,7 μg/g), 
riboze (15,7 μg/g), arabinoze (20,01 μg/g), ramnoze (1,46 μg/g), maltoze (111,6 μg/g) in 
maltotrioze (22,87 μg/g) (Došler, 2007).  
 
Slovenski pasemski kriţanci na gram mesa vsebujejo 5,43–6,96 mg kreatina in 0,08–0,13 mg 
kreatinina (Došler, 2007), vrednosti za kreatin (preraĉunane iz μmol/g) pri pasmah Duroc in 
Landrace pa so nekoliko niţje, med 1,46 mg/g in 1,57 mg/g (Pfau in sod., 2006). Iz tega lahko 
sklepamo, da se vsebnost kreatina med posameznimi pasmami razlikuje. 
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2.2 TERMIĈNA OBDELAVA MESA 
 
Med termiĉno obdelavo v mesu potekajo zapleteni kemijski in fizikalni procesi, ki lahko 
ugodno ali neugodno vplivajo na nastanek HCA. Termiĉna denaturacija povzroĉi spremembe 
v mikroskopski zgradbi, prostornini in jedilnih lastnosti mesa, kar vodi do izgube vode in 
oblikovanja mesnega soka. Med suhimi postopki termiĉne obdelave se voda na površini mesa 
uparja, soli in denaturirane beljakovine se koncentrirajo, mišiĉnina porjavi in oblikuje skorjo. 
Rjavenje je posledica številnih reakcij med sladkorji in aminokislinami, ki jih s skupnim 
izrazom imenujemo Maillardova reakcija, od tega del nastalih spojin lahko predstavljajo HCA 
(Buĉar in sod., 1997). 
 
Peĉenje v peĉici je suh postopek termiĉne obdelave, toplota se od njenega vira na meso 
prenaša z gibanjem suhega zraka, in je eden najbolj razširjenih postopkov priprave mesa. 
Izguba mase je odvisna predvsem od konĉne temperature v središĉu, pri ĉemer višja 
temperatura peĉice povzroĉi dodatne izgube. Poznamo postopek peĉenja z enakomerno 
temperaturo in postopek z dvema temperaturama. Pri prvem je temperatura peĉice navadno 
niţja (150 °C), za drugega pa je znaĉilen postopek zapeĉenja, kjer so temperature v zaĉetni 
fazi relativno visoke (250 °C) in se pozneje zniţajo na podobno raven, kakor pri prvem 
postopku. Ĉas peĉenja je odvisen od uporabljenega temperaturnega reţima in ţelene konĉne 
središĉne temperature mesa (Buĉar in sod., 1997). 
 
2.2.1 Oscilacija temperature 
 
Kontrola temperature v peĉici poteka s pomoĉjo termostata. V kontekstu našega eksperimenta 
nas zanima najbolj enostaven, ki deluje na ON/OFF princip. Ko temperatura peĉice doseţe 
nivo prednastavljene, termostat s priţiganjem in ugašanjem grelnih elementov drţi povpreĉje 
blizu te, pri tem pa pride do oscilacije (slika 1). 
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Slika 1: Oscilacija temperature v pečici z ON/OFF termostatom (Eurotherm, 2017) 
 
Nihanje temperature, torej odstopanje od priĉakovane in nastavljene vrednosti, lahko znaša 
med 0,5 in 30 °C, pri ĉemer so lahko med posameznimi modeli peĉic razlike precej velike. 
Pogostejše preverjanje temperature v peĉici omogoĉa natanĉnejši odziv termostata z 
vklaplanjem in izklaplanjem grelnih elementov, kar poslediĉno privede do manjših oscilacij 
temperature. Alternativa ON/OFF termostatu so pametni sistemi, ki prilagajajo uporabljeno 
elektriĉno moĉ peĉice in s tem omogoĉajo dobro kontrolo temperature (Cernela in sod, 2014). 
 
2.3 HETEROCIKLIĈNI AROMATSKI AMINI 
 
Prvi informacija o mutagenem potencialu toplotno obdelanega mesa je bilo odkritje 
karcinogene aktivnosti na ţaru peĉenega mesa (Widmark, 1939). Odkritje velikih koliĉin 
mutagenov v dimu pri peĉenju proteinsko bogatih ţivil je pomenilo zaĉetek obseţnih 
raziskav, pri ĉemer se je izkazalo, da gre za skupino veĉ kot 20 HCA (Sugimura, 1997). 
Število raziskav, predvsem na obmoĉju Japonske, Evrope in ZDA, je po tem odkritju 
skokovito naraslo tako v modelnih sistemih kot tudi ţivilih (Sugimura, 1997). 
 
2.3.1 Vrste HCA 
 
HCA v splošnem delimo na aminoimidazoazarene (termiĉni mutageni), ki se veĉinoma tvorijo 
pri temperaturah pod 300 °C, in aminokarboline (pirolitiĉni mutageni), ki se naĉeloma tvorijo 
pri višjih (nad 300 °C) temperaturah (Cheng in sod., 2006; Kataoka, 1997). Med polarne 
aminoimidazoazarene uvršĉamo derivate imidazopiridina, imidazokinolina ter 
imidazokinoksalina, med nepolarne karboline pa derivate fenilpiridina, tetraazafluorantena, 
benzimidazola in karbazola ter α-, β-, γ- in δ-karboline (Alaejos in Afonso, 2011).  
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Doslej je bilo iz razliĉnih vzorcev hrane in modelnih sistemov izoliranih in strukturno 
karakteriziranih veĉ kot 25 HCA (Toribio in sod., 2002), od katerih sta PhIP in MeIQx 
navadno zastopana v najveĉjih koncentracijah (Knize in Felton, 2005). Veĉji del je zbran v 
preglednici 1. Zaradi razliĉnega števila in poloţaja metilnih skupin na obroĉih HCA lahko v 
prihodnosti priĉakujemo odkritja podobnih, še neznanih HCA (Cheng in sod., 2006). 
 
Preglednica 1: Pregled in klasifikacija nekaterih HCA (Alaejos in Afonso, 2011) 
Kemijsko ime Oznaka Struktura 
AMINOIMIDAZOAZARENI 
Derivati imidazopiridina 
2-amino-1,6-dimetilimidazo[4,5-b]-piridin DMIP 
 
2-amino-1,5,6-trimetilimidazo[4,5-b]-piridin 1,5,6-TMIP 
 
2-amino-3,5,6-trimetilimidazo[4,5-b]-piridin 3,5,6-TMIP 
 
2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]-
piridin 
PhIP 
 
2-amino-1-metil-6-(4'-hidroksifenil)-
imidazo[4,5-b]-piridin 
4'-OH-PhIP 
 
2-amino-1,6-dimetil-furo[3,2-e]imidazo[4,5-
b]-piridin 
IFP 
 
Derivati imidazokinolina 
2-amino-1-metil-imidazo[4,5-f]-kinolin iso-IQ 
 
2-amino-3-metil-imidazo[4,5-f]-kinolin IQ 
 
2-amino-3,4-dimetil-imidazo[4,5-f]-kinolin MeIQ 
 
2-amino-1-metil-imidazo[4,5-b]-kinolin IQ[4,5-b] 
 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 1 
Kemijsko ime Oznaka Struktura 
AMINOIMIDAZOAZARENI 
Derivati imidazokinoksalina 
2-amino-3-metil-imidazo[4,5-f]-kinoksalin IQx 
 
2-amino-3,4-dimetil-imidazo[4,5-f]-
kinoksalin 
4-MeIQx 
 
2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-f]-
kinoksalin 
8-MeIQx 
 
2-amino-3,7,8-trimetil-imidazo[4,5-f]-
kinoksalin 
7,8-DiMeIQx 
 
2-amino-3,4,8-trimetil-imidazo[4,5-f]-
kinoksalin 
4,8-DiMeIQx 
 
2-amino-4-hidroksimetil-3,8-dimetil-
imidazo[4,5-f]-kinoksalin 
4-CH2OH-8-MeIQx 
 
2-amino-3,4,7,8-tetrametil-imidazo[4,5-f]-
kinoksalin 
TriMeIQx 
 
2-amino-1-metil-imidazo[4,5-g]-kinoksalin IgQx 
 
2-amino-1,7-dimetil-imidazo[4,5-g]-
kinoksalin 
7-MeIgQx 
 
2-amino-1,6,7-trimetil-imidazo[4,5-g]-
kinoksalin 
6,7-DiMeIgQx 
 
2-amino-1,7,9-trimetil-imidazo[4,5-g]-
kinoksalin 
7,9-DiMeIgQx 
 
se nadaljuje  
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nadaljevanje preglednice 1 
Kemijsko ime Oznaka Struktura 
KARBOLINI 
Derivati fenilpiridina 
2-amino-5-fenilpiridin Phe-P-1 
 
Derivati piridoindola: α-karbolini 
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol AαC 
 
2-amino-3-metil-9H-pirido[2,3-b]indol MeAαC 
 
β-karbolini 
1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol Harman 
 
9H-pirido[3,4-b]indol Norharman 
 
γ-karbolini 
3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-2 
 
3-amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-b]indol Trp-P-1 
 
Derivati piridoimidazola: β-karbolini 
2-aminodipirido-[1,2-a:3',2'-d]imidazol Glu-P-2 
 
2-amino-6-metildipirido-[1,2-a:3',2'-
d]imidazol 
Glu-P-1 
 
Derivati tetraazafluorantena 
4-amino-6-metil-1H-2,5,10,10b-
tetraazafluoranten 
Orn-P-1 
 
se nadaljuje  
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nadaljevanje preglednice 1 
Kemijsko ime Oznaka Struktura 
KARBOLINI 
Derivati benzimidazola 
4-amino-1,6-dimetil-2-metilamino-1H,6H-
pirolo-[3,4-f]benzimidazol-5,7-dion 
Cre-P-1 
 
Derivati karbazola 
3,4-ciklopenteno-pirido[3,2-a]karbazol Lys-P-1 
 
 
2.3.2 Tvorba aminoimidazoazarenov 
 
Aminoimidazoazareni se tvorijo v sklopu Maillardove reakcije pri temperaturah med 100 in 
300 °C, od tega signifikantne koliĉine pri temperaturah od 150 do 250 °C (Alaejos in Afonso, 
2011; Murkovic, 2004). Nastajajo v reakciji med prostimi aminokislinami, kreatin(in)om ter 
heksozami (Alaejos in Afonso, 2011). Kreatin(in) s ciklizacijo in eliminacijo vode tvori 
aminoimidazni del molekul, preostali del pa izhaja iz produktov Streckerjeve razgradnje 
(piridinov oz. pirazinov), ki se tvorijo v reakciji med heksozami in aminokislinami (Jägerstad 
in sod., 1998), tako nastali razliĉni intermediati (pirazini, kinoksalini in piridoimidazoli) pa 
pogojujejo nastanek specifiĉnih HCA (Meurillon in Engel, 2016). 
 
Na osnovi eksperimentov z modelnimi sistemi sta bili za sintezo imidazokinolinov in 
imidazokinoksalinov predlagani dve hipotezi: (1) piridin ali pirazin in aldehid, oba nastala 
med Maillardovo reakcijo in Streckerjevo razgradnjo, reagirata s kreatinom, pri ĉemer nastane 
imidazo-kino oz. imidazo-kinoksa kompleks; (2) na kreatinu najprej poteĉe aldolna 
kondenzacija z aldehidom, pri ĉemer nastane intermediat, ki s piridini oz. pirazini tvori 
imidazo-kino oz. imidazo-kinoksa kompleks (Wyss in Kaddurah-Daouk, 2000).  
 
2.3.3 Tvorba aminokarbolinov 
 
Aminokarbolini veĉinoma nastajajo s pirolizo aminokislin in proteinov, za kar so potrebne 
temperature nad 300 °C. Produkti pirolize so razliĉne reaktivne spojine, ki najverjetneje 
kondenzirajo in tvorijo HCA (Alaejos in Afonso, 2011). Nastajajo iz razliĉnih 
aminokislinskih prekurzorjev, kot so triptofan, fenilalanin, glutaminska kislina in ornitin 
(Meurillon in Engel, 2016), kot tudi s pirolizo kazeinov in sojinih globulinov (Meurillon in 
Engel, 2016). Aminokarbolini niso odvisni od kreatin(in)a kot prekurzorja, zato so lahko 
prisotni v toplotno obdelani hrani ţivalskega in tudi rastlinskega izvora (Jägerstad in sod., 
1998). 
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β-karbolini se v primerjavi z ostalimi karbolini tvorijo iz aminokislin v 10–100 kratnem 
obsegu (Jägerstad in sod., 1998). V razliĉnih mešanicah aminokislin se tvorijo tudi pri niţjih 
temperaturah (100–225 °C), ki se pogosto uporabljajo za toplotno obdelavo hrane (Felton in 
sod., 2000). 
 
2.3.4 Dejavniki tvorbe HCA 
 
Najpomembnejši dejavniki, ki vplivajo na obseg tvorbe HCA, so temperatura, ĉas in naĉin 
toplotne obdelave ter vsebnost prekurzorjev ali inhibitorjev, zadnja sta odvisna od same 
sestave ţivila (Skog in sod., 1998), pomembni pa so tudi dejavniki, ki spremenijo vsebnost  
ter dostopnost prekurzorjev na površini ţivila, to so npr. prisotnost koţe in snovi za vezanje 
vode (Jägerstad in sod., 1998; Alaejos in Afonso, 2011).  
 
Pri toplotni obdelavi s temperaturami 100–300 °C preteţno nastajajo aminoimidazoazareni, 
pri višjih (nad 300 °C) pa se tvorijo aminokarbolini (Alaejos in Afonso, 2011). Zadnji se 
lahko tvorijo tudi pri niţjih temperaturah, to sta pokazala Ahn in Grün (2005), ki sta pri 
toplotni obdelavi govedine na 180, 200 in 220 °C ugotovila znatno prisotnost harmana, 
norharmana in AαC. Koliĉina nastalih HCA se z višjo temperaturo in daljšim ĉasom toplotne 
obdelave poveĉuje, tako so se v modelnem sistemu po 45 min pri 125 °C tvorile zadostne 
koliĉine IQx derivatov za detekcijo, PhIP pri omenjenih pogojih ni bil detektiran, pri 150 °C 
pa po 5 min oba (Arvidsson in sod., 1999). Na zaĉetku so se v sistemu tvorile velike koliĉine 
HCA, ki so po doloĉenem ĉasu, odvisnem od temperature, dosegle maksimum. Dolgotrajno 
segrevanje pri niţjih temperaturah prav tako lahko povzroĉi nastajanje HCA, to so pokazali 
Arvidsson in sod. (1999) s segrevanjem mesnega soka 150 min pri 100 °C ter Manabe in sod. 
(1992) s štiritedenskim segrevanjem podobne raztopine pri 37 °C in 60 °C.  
 
Naĉin toplotne obdelave, od katerega so odvisni fizikalni pogoji, to so temperatura, vodna 
aktivnost ter prenos toplote in mase, lahko bistveno vpliva na vsebnost HCA v toplotno 
obdelanem mesu. Najveĉ HCA, predvsem PhIP, se tvori v procesu praţenja in peĉenja na 
ţaru, to sta metodi z izrazito visokimi temperaturami toplotne obdelave (Alaejos in Afonso, 
2011). Manj HCA se tvori pri peĉenju v peĉici, kuhanju ali cvrtju (Zimmerli in sod., 2001). 
Pri peĉenju je to predvsem posledica manj uĉinkovitega prenosa toplote z zrakom (Skog in 
sod., 1997). Prihaja lahko tudi do razlik med razmerjem površine in mase mesa, kar prav tako 
vpliva na nastajanje HCA, saj se ti tvorijo predvsem v skorji (na površini) mesa. To razmerje 
je pri peĉenju v primerjavi s praţenjem manjše (Skog in sod., 1997). Peĉenje v konvekcijski 
peĉici s paro, ki vpliva na prenos toplote in ohlaja površino mesa, zmanjša mutageno 
aktivnost mesa (Skog in sod., 1998). Predhodna obdelava v mikrovalovni peĉici zmanjša 
vsebnost HCA v konĉnem izdelku, kar je posledica zmanjšanja vsebnosti vode, mašĉobe in 
prekurzorjev HCA (Felton in sod., 1994), vendar lahko pri kuhanju v mikrovalovni peĉici 
nastajajo karbolini (Chiu in sod., 1998). Zanimiv je tudi vpliv frekvence obraĉanja mesa med 
toplotno obdelavo. Pri pogostem obraĉanju se tvori manj HCA, kar je verjetno posledica 
hlajenja površine in spremenjene difuzije prekurzorjev (Salmon in sod., 2000). 
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Vrsta in vsebnost prekurzorjev imata pomemben vpliv na vrsto in koliĉino nastalih HCA 
(Borgen in sod., 2001). Kreatin(in), sladkorji in aminokisline so eni glavnih prekurzorjev 
HCA v hrani (Skog, 1993), od teh je kreatin(in) za nastanek nekaterih HCA nujno potreben 
(Skog in sod., 1998). Višje koncentracije prekurzorjev lahko povzroĉijo poveĉano nastajanje 
HCA (Murkovic, 2004). Prisotnost prostih aminokislin lahko poveĉa tvorbo HCA (Lee in 
sod., 1994), te lahko nastopajo kot prekurzorji HCA v vlogi vira dušika in ogljika (Skog in 
sod., 1998). Tip in koncentracija prisotnih sladkorjev lahko bistveno vplivata na tvorbo 
mutagenih substanc med toplotno obdelavo. Poveĉevanje vsebnosti sladkorja poveĉuje 
mutageno aktivnost do molarne koncentracije, ki je pribliţno pol manjša od ostalih dveh 
prekurzorjev, prebitek mono- ali di-saharidov pa ima inhibitoren uĉinek, kar je verjetno 
posledica nastajanja drugih produktov Maillardove reakcije in njihove kompetitivne porabe 
kreatina (Skog, in Jägerstad, 1990).  
 
Dodatek inhibitorjev, ki zavirajo ali zmanjšajo tvorbo HCA, v raznih fazah segrevanja je 
lahko zelo uĉinkovit. Za aplikacijo v hrani mora biti inhibitor uĉinkovit ţe pri nizkih 
koncentracijah in ne sme voditi k tvorbi novih HCA ali drugih potencialnih mutagenov. 
Potencialno inhibitorno aktivnost pri formaciji HCA v ţivilih izkazuje veliko število agensov, 
ki jih lahko razdelimo na sintetiĉne antioksidante, inhibitorne agense rastlinskega izvora in 
njihove ekstrakte in organske spojine, ki vsebujejo ţveplo (Cheng in sod., 2006). 
 
Sintetiĉni antioksidanti, kot so npr. butiliran hidroksianizol (BHA), butiliran hidroksitoluen 
(BHT), propil galat (PG) in tetrabutilhidrokinon (TBHQ), imajo inhibitoren uĉinek na tvorbo 
HCA v hrani, vendar lahko igrajo vlogo promotorja (Cheng in sod., 2006). 
 
Ĉesen in ĉebula zavirata tvorbo HCA (Janoszka, 2010), inhibitorno aktivnost pa izkazujejo 
tudi dodatki zaĉimb (Jinap in sod., 2015). Ĉrni poper naj bi v doloĉenih primerih imel 
inhibitorno aktivnost (Oz in Kaya, 2011), v drugih pa naj bi spodbujal tvorbo HCA (Zeng in 
sod., 2014). 
 
Inhibitorno aktivnost izkazujejo ekstrakti nekaterih zaĉimb (Damašius in sod., 2011), 
grozdnih pešk (Gibis in Weiss, 2012), pešk granatnega jabolka (Keşkekoğlu in Üren, 2014), 
hibiskusa (Gibis in Weiss, 2010), oliv in jabolk (Rounds in sod., 2013), brina in bora (Knez 
Knafelj, 2013), hmelja (Janţekoviĉ, 2015) ter zelenega ĉaja (Quelhas in sod., 2010). Te lahko, 
v kolikor so uţitni, vkljuĉimo v marinade ali uporabimo kot dodatek v mletem mesu. 
 
Organske spojine, ki vsebujejo ţveplo, lahko inhibirajo reakcije neencimskega porjavenja z 
zaviranjem nastajanja prostih radikalov ali interakcijo sulfhidrilne skupine z intermediati 
Maillardove reakcije in na ta naĉin onemogoĉajo nastanek HCA (Cheng in sod., 2006). Tako 
npr. NaHSO3 deluje inhibitorno v konzervah (Krone in sod., 1986), drugi, kot so dialil sulfid, 
dipropil disulfid, dialil disulfid pa v modelnih sistemih (Shin in sod., 2002) in drugih ţivilih 
(Tsai in sod., 1996). 
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2.3.5 Mutagenost in karcinogenost HCA 
 
Razvoj raka je veĉstopenjski proces, sestavljen iz treh faz: iniciacije, promocije in progresije 
(Mehta in Schrader, 2003). V fazi iniciacije so normalne celice izpostavljene kemijskim, 
virusnim in fizikalnim karcinogenom, ki povzroĉijo spremembe v genomu. Promocija 
vkljuĉuje selektivno rast genetsko spremenjenih celic, kar vodi do razvoja raka. V fazi 
progresije je tumor podvrţen dodatnim genetskim in morfološkim spremembam, kar povzroĉi 
malignost in sposobnost invazije in širjenja v druga telesna tkiva. Omenjene faze so grafiĉno 
prikazane na sliki 2. 
 
Slika 2: Faze razvoja raka (Mehta in Schrader, 2003) 
 
Naravni karcinogeni prispevajo k razvoju tumorjev predvsem v prvih dveh fazah (Mehta in 
Schrader, 2003). V prehrani so prisotni kot posledica (1) fizioloških in biokemiĉnih procesov 
v ţivilih, (2) stranskih produktov stresa, skladišĉenja, predelave in priprave hrane, (3) 
infekcije in kvara med skladišĉenjem s strani bakterij in plesni, (4) snovi, ki izvirajo iz krme 
klavnih ţivali ter (5) dodatkov, npr. barvil in arom (Mehta in Schrader, 2003), pri ĉemer HCA 
spadajo v 2. skupino, saj nastajajo med toplotno obdelavo. 
 
Mednarodna agencija za raziskave raka (IARC, 1993) je 8 testiranih HCA (MeIQ, MeIQx, 
PhIP, AαC, MeAαC, Trp-P-1, Trp-P-2 in Glu-P-1) uvrstila med za ljudi potencialno 
karcinogene snovi (skupina 2B), enega (IQ) pa med verjetno karcinogene snovi (skupina 2A). 
Limitne vrednosti zaradi pomanjkanja podatkov še niso doloĉene (Mehta in Schrader, 2003), 
prav tako je realna ocena izpostavljenosti HCA zaradi nekonsistentnih raziskav z razliĉnimi 
metodami in visokimi odstopanji rezultatov zelo teţavna (Alaejos in Afonso, 2011). 
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2.3.5.1 Modulatorji karcinogenosti HCA  
 
Modulatorji karcinogenosti HCA so agensi ali pogoji, ki pozitivno ali negativno in vitro ter in 
vivo vplivajo na mutageno ali karcinogeno aktivnost HCA (Dashwood, 2002). Mednje 
štejemo antikarcinogene, antimutagene, komutagene in promotorje.  
 
Protektivne mehanizme lahko razdelimo na tiste: (1) ki omejujejo tvorbo ali uţivanje 
mutagenov, to so zmanjšanje vnosa mesa in rib, prilagoditev metode toplotne obdelave in 
inhibicija tvorbe mutagenov, (2) ki blokirajo razliĉne agense, to so interceptorske molekule 
karcinogenov in njihovih aktiviranih metabolitov, inhibicija aktivacije HCA, indukcija 
CYP1A1, modulacija drugofaznih encimov in lovilci elektrofilov ter (3) zaviralni agensi, to 
sta bioantimutageneza in sprememba signalne poti (Dashwood, 2002). 
 
Za omejitev tvorbe HCA lahko uporabimo znanje o vplivu posameznih dejavnikov, ki 
pogojujejo njihov nastanek. To praktiĉno doseţemo z izbiro pustih kosov mesa, uporabo 
nizkih temperatur in krajših ĉasov toplotne obdelave, rednim obraĉanjem med toplotno 
obdelavo, uporabo milejših metod, izloĉanjem zaţganih delov ţivil in koţe ter dodajanjem 
razliĉnih marinad in sestavin, ki delujejo inhibitorno na nastanek HCA (Alaejos in Afonso, 
2011). 
 
Ostale protektivne mehanizme je podrobneje opredelil (Dashwood, 2002). Njegov pregled 
vsebuje veĉ kot 180 naravnih ali sintetiĉnih snovi, ţivil, pijaĉ in ekstraktov, ki vplivajo na 
aktivnost HCA. 
 
2.3.6 Metabolizem HCA 
 
Raziskave na glodalcih in primatih kaţejo, da se HCA v telesu hitro absorbirajo in razporedijo 
po tkivih ter metabolizirajo in izloĉijo z urinom in fecesom. Reaktivna mesta na HCA (slika 
3) so oksidirana s citokromom P450 ali vstopajo v direktne drugofazne konjugacijske 
reakcije, kar vodi do detoksifikacije. Citokrom P450 mediirana N-oksidacija eksocikliĉnega 
aminskega dušika tvori reaktivne metabolite, ki se veţejo na DNA in RNA. Z encimi, ki 
katalizirajo reakcije konjugacije, lahko poteĉe nadaljna aktivacija N-hidroksi HCA 
metabolitov do reaktivnih esterskih derivatov, ki spontano reagirajo z DNA, RNA ali proteini. 
Razlike med vrstami, posamezniki ter tkivi vplivajo na izraţanje encimskih poti in s tem na 
tvorbo HCA-DNA povezav, poslediĉno so posamezniki razliĉno dovzetni za HCA (Mehta in 
Schrader, 2003). 
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Slika 3: Za metabolizem HCA (prikazan je 8-MeIQx) pomembna reaktivna mesta (Mehta in Schrader, 
2003) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
V poskusu smo uporabili svinjsko pleĉe (m. triceps brachii) iz lokalne trgovine z odstranjeno 
vidno mašĉobo. Meso je bilo do izvedbe poskusa hranjeno v hladilniku pri 4 °C.  
 
Pripravili smo dve seriji vzorcev, zrezke in mleto meso (zmleli smo ga z aparatom za mletje 
mesa – Gorenje MG 2000 TJW) v obliki pleskavic. Debelina zrezkov je bila 2,5 cm (114,82 ± 
17,74 g), mleto meso pa smo oblikovali v petrijevih plošĉah (80 ± 1,04 g).  
 
Mleto meso v petrijevih plošĉah in zrezke, ki smo jih poloţili na aluminijasto folijo (12 x 12 
cm), smo toplotno obdelali v parih pri prednastavljeni temperaturi 200 °C, 40 min in razliĉni 
oscilaciji temperature peĉniškega prostora. Celoten poskus smo izvedli v dveh ponovitvah. 
Shema poskusa je prikazana na sliki 5, praktiĉni primer našega eksperimenta pa prikazuje 
slika 4. 
 
 
Slika 4: Prikaz toplotne obdelave svinjskega zrezka in mletega svinjskega mesa 
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Slika 5: Shema pečenja svinjskega plečeta pri različnih oscilacijah in zastavljene analize 
 
V poskusu smo uporabili multifunkcijsko peĉico Gorenje GP978X z elektronskim 
upravljanjem temperature in moţnostjo spreminjanja oscilacije (Gorenje, 2017). Prikljuĉna 
moĉ peĉice znaša 3,4 kW, veĉsistemska poraba 0,69 kWh, konvencionalna pa 0,94 kWh. 
 
Temperaturo zraka v peĉici med toplotno obdelavo smo merili s termometrom Testo logger 
177-T4. Za izraĉun oscilacije temperature pri posamezni nastavitvi smo uporabili enaĉbo 1. 
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∆T = Tmax. - Tpovp. [°C]        ...(1) 
 
∆T – oscilacija temperature; Tmax. – maksimalna izmerjena temperatura pri posamezni oscilaciji; Tpovp. – povpreĉna izmerjena temperatura pri 
posameznim oscilaciji. 
 
Za doloĉanje izgube mase med peĉenjem smo stehtali surove zrezke z in brez folije, surovo 
mleto meso z in brez petrijevih plošĉ ter ohlajene peĉene zrezke s folijo in ohlajeno mleto 
meso s petrijevimi plošĉami. Dobit smo izraĉunali po enaĉbah 2 in 3. 
 
Z = (mfpo - mfpr + mpr)/ mpr * 100       ...(2) 
 
Z – dobit za zrezke; mfpo. – masa s folijo po peĉenju; mfrp – masa s folijo pred peĉenjem; mpr – masa brez folije pred peĉenjem. 
 
M = (mppo - mppr + mpr)/ mpr * 100       ...(3) 
 
M – dobit za mleto meso; mppo. – masa s petrijevo plošĉo po peĉenju; mppr – masa s petrijevo plošĉo pred peĉenjem; mpr – masa brez petrijeve 
plošĉe pred peĉenjem. 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Določanje vsebnosti heterocikličnih aromatskih aminov 
 
Po toplotni obdelavi smo ohlajene vzorce skupaj z zapeĉenim delom izceje (raztopili smo jo v 
5 mL destilirane vode) homogenizirali v elektriĉnem mešalniku. Vzorci so bili tako 
pripravljeni za ekstrakcijo HCA. 
 
3.2.1.1 Ekstrakcija 
 
Priprava internega standarda: 
20 μL izhodne raztopine (TRC 3 MeIQx, 23. 8. 2012) smo prenesli v 10 mL merilno buĉko in 
dopolnili z MeOH (Sigma Aldrich 34860). Koncentracija MeIQx v internem standardu je tako 
znašala 0,02 mg/L. 
 
Drugi reagenti in material: 
[1] – 1 M NaOH: raztopino smo pripravili z raztapljanjem 4 g NaOH (Merck 1.06498.0500) v 
100 mL destilirane vode. 
[2] – Diatomejska zemlja (Sigma Aldrich 56678 – 5 kg) 
[3] – Filter papir (Satorius 391) 
[4] – Etilacetat (Sigma Aldrich 34858 – 2,5 L) 
 
V ĉaše smo odtehtali 3 g homogeniziranega vzorca, dodali 100 μL internega standarda in 12 
mL 1 M vodne raztopine NaOH [1]. Vzorce smo 24 ur mešali na elektromagnetnem 
mešalniku. Po konĉanem mešanju smo dodali 12 g diatomejske zemlje [2] in dobro 
premešano vsebino prenesli v steklen lij s filter papirjem [3]. To smo prelili s 70 mL 
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etilacetata [4] in poĉasi ekstrahirali. Vsebino smo zbirali v erlenmajerice s pokrovĉki na 
navoj. Vzorci so bili tako pripravljeni na postopek SPE. 
3.2.1.2 SPE 
 
Reagenti in material: 
[5] – MeOH (Sigma Aldrich 34860) 
[6] – Etilacetat (Sigma Aldrich 34858) 
[7] – 0,1 M HCl (Merck 1.09060.1000) 
[8] – MeOH : NH3 (19 : 1): MeOH (Sigma Aldrich 34860) in 25 % NH3 (Merck 
1.05432.1000) v razmerju 19 : 1. 
 
Za izvedbo SPE smo uporabili kolone Oasis MCX 60 mg s plastiĉnimi nastavki. Kolono smo 
najprej kondicionirali z 2 mL MeOH [5] in 2 mL etilacetata [6]. V nadaljevanju smo nanesli 
celoten vzorec in spirali z 2 mL 0,1 M HCl [7] in 2 mL MeOH [5] ter kolono posušili pod 
vakuumom. Eluat smo na tem mestu zavrgli. Nato smo nanesli 2 mL mobilne faze MeOH : 
NH3 (19 : 1) [8] in eluat zbirali v steklene epruvete. Sledilo je odparevanje topila na 
vakuumski centrifugi in raztapljanje suhega preostanka v 200 μL MeOH [5]. Vsebino smo 
dobro premešali in s stekleno kapalko prenesli v HPLC viale z inserti.  
 
Pri ponovitvi smo SPE izvedli z avtomatiziranim ekstraktorjem SmartPrep
®
. Protokol naprave 
in reagenti [5, 6, 7, 8] so bili enaki kot pri roĉni ekstrakciji. 
 
3.2.1.3 LC-MS 
 
Analiza LC-MS je bila izvedena sistemu Agilent 1100, ki je sestavljen iz vakuumskega 
razplinjevalnika (G1379A), binarne ĉrpalke (G1312A), avtomatskega vzorĉealnika (G1330B), 
termostata kolone (G1316A) in DAD detektorja (G1315B). 
 
Kromatografski pogoji: 
 - reverzna faza, 
 - kromatografska kolona: Kinetex C18 (Phenomenex Torrance 00F-4439-B0), 
 - mob. faza A: 30 mM amonijev formiat (Fluka 09739, pH 3,2), 
 - mob. faza B: acetonitril (Merck 1.00030), 
 - volumen iniciranja: 1 μL, 
 - temperatura vzorcev: 8 °C, 
 - temperatura kolone: 30 °C. 
 
PhIP in MeIQx smo doloĉili na podlagi retenzijskih ĉasov standardov in m/z (PhIP: A617000, 
MeIQx: A606600). Za detekcijo smo uporabili masni detektor Micromass Quattro micro
®
 
API (Waters) z elektrorazpršilno ionizacijo ESI. 
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Pogoji detekcije: 
 - SIR naĉin, 
 - napetost kapilare v ESI+: 3,5 kV, 
 - napetost vhodne leĉe: 40 V, 
 - napetost ekstraktorja: 2V, 
 - temperatura vhodne leĉe: 120 °C, 
 - temperatura razpršilnega N2: 350 °C, 
 - pretok N2 vhodne leĉe: 50 L/h 
 - pretok razpršilnega N2: 350 L/h. 
 
3.3 STATISTIĈNA OBDELAVA PODATKOV 
 
Vrednosti, ki smo jih dobili za posamezne opazovane parametre, smo vnesli v raĉunalnik s 
programom Microsoft Excel 2000. S programskim paketom SAS/STAT (SAS Software, 
1999) smo izraĉunali osnovne statistiĉne parametre, kot so povpreĉje, standardni odklon, 
najmanjša in najveĉja vrednost ter statistiĉno obdelali podatke za posamezno opazovano 
lastnost. Za obdelavo podatkov z normalno porazdelitvijo po spodaj navedenih statistiĉnih 
modelih smo uporabili postopek PROC GLM (General linearmodels). Za vrednotenje vpliva 
SPE metode na vsebnosti PhIP in MeIQx v toplotno obdelanih vzorcih pa smo uporabili 
postopek PROC TTEST (t-test v paru). 
 
Za ugotavljanje vpliva vrste vzorca (TIP) na vsebnosti PhIP in MeIQx smo uporabili 
statistiĉni model 1. 
 
yijk =  + TIPi + PONj + eijk        (model 1) 
 
yijk – ijk-to opazovanje;  – povpreĉna vrednost; TIPi – vpliv vrste vzorca (mleto goveje meso, goveji zrezki); PONj – vpliv ponovitve (1-2); 
eijk – ostanek. 
 
Za ugotavljanje vpliva oscilacije (O) na vsebnosti PhiP in MeIQx smo uporabili statistiĉni 
model 2. 
 
yijk =  + Oi + PONj + eijk        (model 2) 
 
yijk – ijk-to opazovanje;  – povpreĉna vrednost; Oi – vpliv oscilacije; PONj – vpliv ponovitve (1-2); eijk – ostanek. 
 
Za ugotavljanje vpliva povpreĉne temperature toplotne obdelave (T) na vsebnosti PhiP in 
MeIQx smo uporabili statistiĉni model 3. 
 
yijk =  + Ti + PONj + eijk        (model 3) 
 
yijk – ijk-to opazovanje;  – povpreĉna vrednost; Ti – vpliv povpreĉne temperature toplotne obdelave (198 °C in 205 °C); PONj – vpliv 
ponovitve (1-2); eijk – ostanek. 
 
Za ugotavljanje vpliva SPE metode na vsebnosti PhIP in MeIQx smo uporabili statistiĉni 
model 4. 
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yijk =  + SPEi + PONj + eijk        (model 4) 
 
yijk – ijk-to opazovanje;  – povpreĉna vrednost; SPEi – vpliv SPE metode (klasiĉna in SmartPrep®); PONj – vpliv ponovitve (1-2); eijk – 
ostanek. 
 
Povpreĉne vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izraĉunane z uporabo Duncanovega 
testa in primerjane pri 5 % tveganju.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 MERITVE TEMPERATUR V ODVISNOSTI OD NASTAVLJENE OSCILACIJE 
 
Rezultati dveh, glede na prednastavljeno oscilacijo temperature ekstremnih meritev 
peĉniškega prostora so prikazani na sliki 6. Pri oscilaciji 1,2 °C se temperatura po doloĉenem 
ĉasu zelo pribliţa nastavljeni, drugaĉen pojav pa opazimo pri oscilaciji 11,5 °C, saj se 
temperatura po doloĉenem ĉasu ustali pri višji povpreĉni temperaturi, poslediĉno je 
temperatura v doloĉenem ĉasu zelo nepredvidljiva in lahko precej presega nastavljeno. 
 
 
Slika 6: Temperatura pečniškega prostora pri dveh ekstremnih oscilacijah temperature v odvisnosti od 
časa 
 
4.1.1 Povprečna temperatura 
 
Povpreĉna temperatura v peĉici, ki je posledica njenega algoritma programa, je ob 
prednastavljeni vrednosti 200 °C pri nastavljenih oscilacijah 1,2 °C in 1,6 °C znašala 198 °C, 
pri oscilacijah 1,7 °C, 2,7 °C, 4,1 °C, 5,5 °C, 7,8 °C, 9,3 °C in 11,5 °C pa 205 °C. 
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4.2 DOBIT MED TOPLOTNO OBDELAVO 
 
Povpreĉna dobit med toplotno obdelavo je bila pri vseh oscilacijah višja pri zrezkih. Pri teh so 
se vrednosti gibale med 51,96 % in 54,99 %, za mleto meso pa med 47,73 % in 49,73 %. 
Veĉja izguba mase pri mletem mesu je bila verjetno posledica veĉjega razmerja med površino 
in maso in razdete primarne strukture mesa.  
 
 
Slika 7: Dobit med toplotno obdelavo mletega svinjskega mesa in zrezkov pri različnih oscilacijah 
temperature 
 
Prav tako je povpreĉna dobit pri obeh povpreĉnih temperaturah toplotne obdelave višja pri 
zrezkih. Razlika v povpreĉni temperaturi (7 °C) bistveno ne vpliva na dobit pri posameznem 
tipu vzorca, tako je ta pri mletem mesu znašala 48,36 ± 1,31 % (198 °C) in 48,90 ± 1,58 % 
(205 °C), pri zrezkih pa 52,96 ± 2,47 % (198 °C) in 53,22 ± 2,58 % (205 °C).  
 
4.3 VPLIV OSCILACIJE TEMPERATURE NA HCA 
 
Vzorci so v povpreĉju na 1 kg vsebovali 10,55 μg PhIP in 4,98 μg MeIQx oz. preraĉunano na 
1 kg sveţega vzorca 5,37 μg PhIP in 2,55 μg MeIQx (preglednica 2). Odstopanje od 
povpreĉne vsebnosti HCA v posameznih vzorcih je bilo relativno majhno, koeficienti 
variabilnosti so se gibali med 1,39 in 5,77 %. Veĉja odstopanja smo ugotovili pri vsebnostih 
izmerjenih na toplotno obdelanih vzorcih (5,77 % za PhIP in 2,61 % za MeIQx), manjša pa 
pri vsebnostih, preraĉunanih na sveţi vzorec (2,93 % za PhIP in 1,39 % za MeIQx). 
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Tako tip vzorca (mleto meso ali zrezek) kot oscilacija temperature statistiĉno znaĉilno 
vplivata na vsebnosti PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv (preglednica 2). Interakcija tipa vzorca 
in oscilacije (TIP*O) statistiĉno znaĉilno vpliva na vsebnost PhIP in PhIPsv, ne vpliva pa na 
vsebnost MeIQx in MeIQxsv. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve 
poskusa, saj je bil ta znaĉilen pri vseh analiziranih parametrih, razen pri PhIP. 
 
Preglednica 2: Viri variabilnosti in njihove značilnosti za vsebnosti posameznih HCA, določenih v 
toplotno obdelanih zrezkih in mletem mesu, z izračunanimi osnovnimi statističnimi parametri 
HCA N 
Vsebnost (μg/kg) 
KV (%) SE 
Viri variabilnosti (p vrednost) 
Povprečna Najmanjša Največja TIP O TIP*O PON 
PhIP 80 10,55 2,08 24,82 5,77 1,12 0,001 ≤ 0,001 ≤ 0,001 0,011 
MeIQx 80 4,98 0,23 12,44 2,61 1,67 ≤ 0,001 ≤ 0,001 0,810 ≤ 0,001 
PhIPsv 80 5,37 0,99 12,47 2,93 0,52 ≤ 0,001 ≤ 0,001 ≤ 0,001 0,685 
MeIQxsv 80 2,55 0,11 6,70 1,39 0,87 ≤ 0,001 0,001 0,793 0,003 
N – število obravnavanj v poskusu; KV (%) – koeficient variabilnosti; SE – standardna napaka ocene; TIP – tip 
vzorca; O – oscilacija temperature; TIP*P – interakcija tipa vzorca in oscilacije; PON – ponovitev poskusa; sv – 
sveţi vzorec. 
 
Vsebnost PhIP premosorazmerno (R
2
 = 0,845) narašĉa z višanjem oscilacije (slika 8), kar 
velja tudi za preraĉunano vsebnost na sveţi vzorec (R2 = 0,837, slika 10). Podatki za vsebnost 
MeIQx (sliki 9 in 11) so zelo razpršeni in ne izkazujejo linearne povezave z oscilacijo 
temperature. 
 
 
Slika 8: Odvisnost določene vsebnosti PhIP od oscilacije temperature (vsi vzorci, n=80) 
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Slika 9: Odvisnost določene vsebnosti MeIQx v svinjskem mesu od oscilacije temperature (vsi vzorci, n=80) 
 
 
Slika 10: Odvisnost določene vsebnosti PhIP, preračunanega na sveži vzorec svinjskega mesa, od oscilacije 
temperature (vsi vzorci, n=80) 
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Slika 11: Odvisnost določene vsebnosti MeIQx, preračunanega na sveži vzorec svinjskega mesa, od 
oscilacije temperature (vsi vzorci, n=80) 
4.3.1 Mleto meso 
 
Vzorci mletega svinjskega mesa so glede na posamezne oscilacije temperature na 1 kg 
vsebovali 2,37–23,04 μg PhIP in 1,71–5,82 μg MeIQx oz. preraĉunano na 1 kg sveţega 
vzorca 1,15–11,06 μg PhIP ter 0,84–2,85 μg MeIQx (slika 12, preglednica 3). Oscilacija 
temperature je znaĉilno vplivala na vsebnost PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv. Vsebnost PhIP 
in PhIPsv narašĉa z višanjem oscilacije, pri MeIQx ter MeIQxsv pa tega pojava nismo opazili. 
Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil ta znaĉilen 
pri MeIQx in MeIQxsv. 
 
 
Slika 12: Vsebnost MeIQx, MeIQxsv, PhIP in PhIPsv v mletem svinjskem mesu pri različnih oscilacijah  
temperature  
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Preglednica 3: Vpliv oscilacije temperature med toplotno obdelavo svinjskega mletega mesa na določeno 
vsebnost PhIP in MeIQx (μg/kg) ter na sveži vzorec preračunane vrednosti 
Oscilacija 
temperature (°C) 
Vsebnost (μg/kg) 
PhIP MeIQx PhIPsv MeIQxsv 
1,2 2,37 ± 0,25F 1,71 ± 0,99D 1,15 ± 0,12F 0,84 ± 0,50D 
1,6 3,97 ± 0,55FE 3,65 ± 0,72BC 1,92 ± 0,20E 1,78 ± 0,40BC 
1,6 4,66 ± 0,61E 4,51 ± 1,07BA 2,22 ± 0,29E 2,15 ± 0,51BA 
1,7 7,50 ±  0,48D 3,05 ± 0,72BCD 3,67 ± 0,30D 1,49 ± 0,37BCD 
2,7 11,49 ± 0,52C 2,37 ± 1,27CD 5,62 ± 0,38C 1,14 ± 0,58CD 
4,1 11,05 ± 0,97C 3,60 ± 1,53BC 5,35 ± 0,52C 1,74 ± 0,72BCD 
5,5 9,92 ± 0,87C 3,02 ± 1,43BCD 4,93 ± 0,38C 1,48 ± 0,65BCD 
7,8 11,21 ± 0,85C 5,82 ± 1,37A 5,47 ± 0,49C 2,85 ± 0,73A 
9,3 15,61 ± 2,55B 2,91 ± 1,69BCD 7,69 ± 0,88B 1,41 ± 0,76BCD 
11,5 23,04 ± 2,28A 2,68 ± 1,27BCD 11,06 ± 0,97A 1,28 ± 0,59BCD 
pO ≤ 0,001 0,001 ≤ 0,001 0,001 
ppon 0,057 0,009 0,308 0,016 
sv – sveţi vzorec; znaĉilnost vpliva: p  0,001 statistiĉno zelo visoko znaĉilen vpliv, p  0,01 statistiĉno visoko znaĉilen 
vpliv, p  0,05 statistiĉno znaĉilen vpliv, p  0,05 statistiĉno neznaĉilen vpliv; pO – statistiĉna verjetnost vpliva oscilacije 
temperature; ppon – statistiĉna verjetnost vpliva ponovitve; vrednosti z razliĉno nadpisano ĉrko znotraj stolpca (
A-F) se 
statistiĉno znaĉilno razlikujejo (p 0,05; znaĉilnost razlik med oscilacijami temperature med toplotno obdelavo). 
 
4.3.2 Zrezki 
 
Zrezki so na 1 kg vsebovali 3,88-20,78 μg PhIP in 4,88-9,23 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 
kg sveţega vzorca, 2,11-10,81 μg PhIP ter 2,53-4,86 μg MeIQx (preglednica 4, slika 13). 
Oscilacija temperature je znaĉilno vplivala na vsebnost PhIP in PhIPsv, kjer ta narašĉa z 
višanjem oscilacije. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, 
saj je bil ta znaĉilen pri MeIQx in MeIQxsv. 
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Preglednica 4: Vpliv oscilacije temperature med toplotno obdelavo na določeno vsebnost PhIP in MeIQx 
(μg/kg toplotno obdelanega in preračunanega na sveže svinjske zrezke) 
Oscilacija 
temperature (°C) 
Vsebnost (μg/kg) 
PhIP MeIQx PhIPsv MeIQxsv 
1,2 3,88 ± 0,80F 5,02 ± 2,79 2,11 ± 0,46E 2,66 ± 1,34 
1,6 4,73 ± 0,27F 4,88 ± 0,87 2,46 ± 0,12E 2,53 ± 0,40 
1,6 7,27 ± 0,58E 8,31 ± 1,16 3,81 ± 0,32D 4,34 ± 0,57 
1,7 7,28 ± 0,36E 6,93 ± 1,64 3,88 ± 0,21D 3,68 ± 0,79 
2,7 9,71 ± 0,24D 5,91 ± 2,15 5,16 ± 0,20C 3,13 ± 1,09 
4,1 11,09 ± 0,64D 6,49 ± 1,02 5,78 ± 0,34C 3,38 ± 0,52 
5,5 10,86 ± 1,38D 5,59 ± 1,43 5,91 ± 0,30C 3,03 ± 0,62 
7,8 15,96 ± 2,08C 9,23 ± 3,74 8,28 ± 0,76B 4,86 ± 2,13 
9,3 18,58 ± 1,02B 6,67 ± 3,85 10,20 ± 0,38A 3,60 ± 1,95 
11,5 20,78 ± 1,83A 7,16 ± 1,93 10,81 ± 1,14A 3,70 ± 0,94 
pO ≤ 0,001 0,117 ≤ 0,001 0,141 
ppon 0,104 0,009 0,644 0,036 
sv – sveţi vzorec; znaĉilnost vpliva:p  0,001 statistiĉno zelo visoko znaĉilen vpliv, p  0,01 statistiĉno visoko znaĉilen 
vpliv, p  0,05 statistiĉno znaĉilen vpliv, p  0,05 statistiĉno neznaĉilen vpliv; pO – statistiĉna verjetnost vpliva oscilacije 
temperature; ppon – statistiĉna verjetnost vpliva ponovitve; vrednosti z razliĉno nadpisano ĉrko znotraj stolpca (
A-F) se 
statistiĉno znaĉilno razlikujejo (p 0,05; znaĉilnost razlik med razliĉnimi oscilacijami med toplotno obdelavo). 
 
 
Slika 13: Določena vsebnost MeIQx, MeIQxsv, PhIP in PhIPsv v svinjskih zrezkih pri različnih oscilacijah 
temperature 
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4.3.3 Primerjava mletega mesa in zrezkov 
 
V preglednici 5 so, glede na posamezne oscilacije temperature, prikazane razlike v vsebnosti 
PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv med toplotno obdelanim mletim mesom in zrezki. 
 
Pri oscilaciji 1,2 °C so bile vsebnosti PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno 
višje v zrezkih. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je 
bil le-ta znaĉilen pri PhIP in PhIPsv. 
 
Pri oscilaciji 1,6 °C je bila v prvem primeru zrezkih statitiĉno znaĉilno višja vsebnost PhIP in 
PhIPsv v drugem pa vsebnost vseh parametrov (PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv). Pri 
vrednotenju rezlutatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, ta je bil v prvem primeru 
znaĉilen pri MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv, v drugem pa pri PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv. 
Vsebnosti MeIQx in MeIQxsv sta bili višji v zrezkih, vendar v primerjavi z mletim mesom 
razlika ni bila znaĉilna. 
 
Pri oscilaciji 1,7 °C je bila vsebnost MeIQx in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno višja v zrezkih. 
Vsebnost PhIP je bila višja v mletem mesu, vsebnost PhIPsv pa v zrezkih, vendar razlike niso 
bil znaĉilne. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil 
le-ta znaĉilen pri PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv. 
 
Pri oscilaciji 2,7 °C je bila vsebnost PhIP in PhIPsv statistiĉno znaĉilno višja v mletem mesu, 
vsebnost MeIQx in MeIQxsv pa v zrezkih. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi 
vpliv ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen pri PhIP. 
 
Pri oscilaciji 4,1 °C je bila vsebnost MeIQx in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno višja v zrezkih. 
Vsebnost PhIP in PhIPsv je bila višja v zrezkih, vendar razlike niso bile znaĉilne. Pri 
vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen 
pri MeIQx in MeIQxsv. 
 
Pri oscilaciji 5,5 °C je bila vsebnost MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno višja v 
zrezkih. Vsebnost PhIP je bila višja v zrezkih, vendar razlike niso bile znaĉilne. Pri 
vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen 
pri MeIQx. 
 
Pri oscilaciji 7,8 °C je bila vsebnost PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno višja 
v zrezkih. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil 
le-ta znaĉilen pri MeIQx in MeIQxsv. 
 
Pri oscilaciji 9,3 °C je bila vsebnost PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno višja 
v zrezkih. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil 
le-ta znaĉilen pri PhIP, MeIQx in MeIQxsv. 
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Pri oscilaciji 11,5 °C je bila vsebnost MeIQx in MeIQxsv statistiĉno znaĉilno višja v zrezkih. 
Vsebnosti PhIP in PhIPsv sta bili višji v zrezkih, vendar razlike niso bile znaĉilne. Pri 
vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen 
pri MeIQx in MeIQxsv. 
 
Preglednica 5: Razlike v določeni vsebnosti PhIP in MeIQx ter PhIPsv in MeIQxsv (μg/kg) med toplotno 
obdelanim mletim svinjskim mesom in zrezki glede na oscilacijo temperature 
Oscilacija 
temperature (°C) 
Tip 
Vsebnost (μg/kg) 
PhIP MeIQx PhIPsv MeIQxsv 
1,2 
Mleto meso 2,37 ± 0,25b 1,71 ± 0,99b 1,15 ± 0,12b 0,84 ± 0,50b 
Zrezki 3,88 ± 0,80a 5,02 ± 2,79a 2,11 ± 0,46a 2,66 ± 1,34a 
PTIP 0,021 0,016 0,014 0,009 
Ppon 0,836 0,024 0,902 0,021 
1,6 
Mleto meso 3,97 ± 0,55b 3,65 ± 0,72 1,92 ± 0,20b 1,78 ± 0,40 
Zrezki 4,73 ± 0,27a 4,88 ± 0,87 2,46 ± 0,12a 2,53 ± 0,40 
PTIP 0,017 0,103 0,005 0,059 
Ppon 0,044 0,978 0,217 0,763 
1,6 
Mleto meso 4,66 ± 0,61b 4,51 ± 1,07b 2,22 ± 0,29b 2,15 ± 0,51b 
Zrezki 7,27 ± 0,58a 8,31 ± 1,16a 3,81 ± 0,32a 4,34 ± 0,57a 
PTIP 0,002 0,006 0,001 0,003 
Ppon 0,591 0,464 0,544 0,434 
1,7 
Mleto meso 7,50 ± 0,48 3,05 ± 0,72b 3,67 ± 0,30 1,49 ± 0,37b 
Zrezki 7,28 ± 0,36 6,93 ± 1,64a 3,88 ± 0,21 3,68 ± 0,79a 
PTIP 0,479 0,003 0,314 0,002 
Ppon 0,239 0,1 0,46 0,119 
2,7 
Mleto meso 11,49 ± 0,52a 2,37 ± 1,27b 5,62 ± 0,38a 1,14 ± 0,58b 
Zrezki 9,71 ± 0,24b 5,91 ± 2,15a 5,16 ± 0,20b 3,13 ± 1,09a 
PTIP 0,002 0,002 0,028 0,002 
Ppon 0,376 0,005 0,042 0,009 
4,1 
Mleto meso 11,05 ± 0,97 3,60 ± 1,53b 5,35 ± 0,52 1,74 ± 0,72b 
Zrezki 11,09 ± 0,64 6,49 ± 1,02a 5,78 ± 0,34 3,38 ± 0,52a 
PTIP 0,941 0,004 0,168 0,002 
Ppon 0,189 0,02 0,142 0,024 
5,5 
Mleto meso 9,92 ± 0,87 3,02 ± 1,43b 4,93 ± 0,38b 1,48 ± 0,65b 
Zrezki 10,86 ± 1,38 5,59 ± 1,43a 5,91 ± 0,30a 3,03 ± 0,62a 
PTIP 0,181 0,007 0,013 0,006 
Ppon 0,06 0,015 0,644 0,065 
7,8 
Mleto meso 11,21 ± 0,85b 5,82 ± 1,37b 5,47 ± 0,49b 2,85 ± 0,73b 
Zrezki 15,96 ± 2,08a 9,23 ± 3,74a 8,28 ± 0,76a 4,86 ± 2,13a 
PTIP 0,005 0,028 0,002 0,024 
 Ppon 0,185 0,013 0,405 0,013 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 5 
Oscilacija 
temperature (°C) 
Tip 
Vsebnost (μg/kg) 
PhIP MeIQx PhIPsv MeIQxsv 
9,3 
Mleto meso 15,61 ± 2,55b 2,91 ± 1,69b 7,69 ± 0,88b 1,41 ± 0,76b 
Zrezki 18,58 ± 1,02a 6,67 ± 3,85a 10,20 ± 0,38a 3,60 ± 1,95a 
PTIP 0,020 0,037 0,003 0,027 
Ppon 0,027 0,025 0,268 0,036 
11,5 
Mleto meso 23,04 ± 2,28 2,68 ± 1,27b 11,06 ± 0,97 1,28 ± 0,59b 
Zrezki 20,78 ± 1,83 7,16 ± 1,93a 10,81 ± 1,14 3,70 ± 0,94a 
PTIP 0,199 0,002 0,771 0,002 
Ppon 0,512 0,031 0,903 0,05 
sv – sveţi vzorec; znaĉilnost vpliva: p  0,001 statistiĉno zelo visoko znaĉilen vpliv, p  0,01 statistiĉno visoko znaĉilen 
vpliv, p  0,05 statistiĉno znaĉilen vpliv, p  0,05 statistiĉno neznaĉilen vpliv; PTIP– statistiĉna verjetnost vpliva vrste vzorca; 
Ppon – statistiĉna verjetnost vpliva ponovitve; vrednosti z razliĉno nadpisano ĉrko znotraj stolpca (
a,b) se statistiĉno znaĉilno 
razlikujejo (p 0,05; znaĉilnost razlik med vrstami vzorca). 
 
4.4 HCA IN TEMPERATURA 
 
Tip vzorca (mleto meso ali zrezek) znaĉilno vpliva na vsebnost MeIQx in MeIQxsv 
(preglednica 6). Povpreĉna temperatura toplotne obdelave vpliva na vsebnost PhIP in PhIPsv. 
Interakcija tipa vzorca in povpreĉne temperature toplotne obdelave pa nima vpliva na 
nobenega od preiskovanih HCA. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv 
ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen pri MeIQx ter MeIQxsv. 
 
Preglednica 6: Viri variabilnosti in njihove značilnosti za vsebnosti posameznih HCA, določenih v 
toplotno obdelanih zrezkih in mletem mesu, z izračunanimi osnovnimi statističnimi parametri 
HCA n 
Vsebnost (μg/kg)   Viri variabilnosti (p vrednost) 
povprečna najmanjša največja KV (%) SE TIP T TIP*T PON 
PhIP 80 10,55 2,08 24,82 5,77 4,22 0,277 ≤ 0,001 0,631 0,490 
MeIQx 80 4,98 0,23 12,44 2,61 1,92 ≤ 0,001 0,371 0,440 0,002 
PhIPsv 80 5,37 0,99 12,47 2,93 2,11 0,067 ≤ 0,001 0,896 0,920 
MeIQxsv 80 2,55 0,11 6,70 1,39 0,99 ≤ 0,001 0,322 0,399 0,008 
n – število obravnavanj v poskusu; KV (%) – koeficient variabilnosti; SE – standardna napaka ocene; sv – sveţi vzorec; TIP 
– tip vzorca; T – povpreĉna temperatura toplotne obdelave, TIP*T – interakcija tipa vzorca in povpreĉne temperature 
toplotne obdelave, PON – ponovitev poskusa. 
 
Mleto meso je po toplotni obdelavi pri povpreĉni temperaturi 198 °C, 40 min, na 1 kg 
vsebovalo 3,67 μg PhIP in 3,29 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 1,77 μg 
PhIP in 1,59 μg MeIQx. Pri povpreĉni temperaturi 205 °C, 40 min,  je na 1 kg vsebovalo 
12,83 μg PhIP in 3,35 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 6,26 μg PhIP in 
1,63 μg MeIQx (preglednica 7). Povpreĉna temperatura je vplivala na vsebnost PhIP in 
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PhIPsv, ni pa imela vpliva na MeIQx in MeIQxsv. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali 
tudi vpliv ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen pri MeIQx ter MeIQxsv. 
 
Zrezki so po toplotni obdelavi  pri povpreĉni temperaturi 198 °C, 40 min, na 1 kg vsebovali 
5,29 μg PhIP in 6,07 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 2,79 μg PhIP in 
3,18 μg MeIQx, pri povpreĉni temperaturi 205 °C, 40 min, pa so na 1 kg vsebovali 13,46 μg 
PhIP in 6,85 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 7,15 μg PhIP in 3,63 μg 
MeIQx (preglednica 7). Povpreĉna temperatura je vplivala na vsebnost PhIP in PhIPsv, ni pa 
imela vpliva na MeIQx in MeIQxsv. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv 
ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen pri MeIQx ter MeIQxsv. 
 
Preglednica 7: Vpliv povprečne temperature toplotne obdelave na vsebnost PhIP in MeIQx (μg/kg 
toplotno obdelanega svinjskega mesa in zrezkov in preračunano na sveže vzorce) 
Tip 
Povprečna 
temperatura (°C) 
Vsebnost (μg/kg) 
PhIP MeIQx PhIPsv MeIQxsv 
Mleto meso 
198 3,67
b 
3,29 1,77
b 
1,59 
205 12,83
a 
3,35 6,26
a 
1,63 
pT ≤ 0,001
 
0,912 ≤ 0,001 0,888 
ppon 0,588
 
0,044 0,790
 
0,066 
Zrezki 
198 5,29
b 
6,07 2,79
b 
3,18 
205 13,46
a 
6,85 7,15
a 
3,63 
pT ≤ 0,001 0,320 ≤ 0,001 0,287 
ppon 0,672 0,015 0,914 0,048 
sv – sveţi vzorec; znaĉilnost vpliva: p 01 statistiĉno zelo visoko znaĉilen vpliv, p  0,01 statistiĉno visoko znaĉilen 
vpliv, p  0,05 statistiĉno znaĉilen vpliv, p  0,05 statistiĉno neznaĉilen vpliv; pT – statistiĉna verjetnost vpliva povpreĉne 
temperature; ppon – statistiĉna verjetnost vpliva ponovitve; vrednosti z razliĉno nadpisano ĉrko znotraj stolpca (
a,b) se 
statistiĉno znaĉilno razlikujejo (p 0,05; znaĉilnost razlik med povpreĉnima temperaturama). 
 
Mleto meso je po toplotni obdelavi pri povpreĉni temperaturi 198 °C, 40 min, na 1 kg 
vsebovalo 3,67 μg PhIP in 3,29 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 1,77 μg 
PhIP in 1,59 μg MeIQx, zrezki pa so na 1 kg vsebovali 5,29 μg PhIP in 6,07 μg MeIQx, oz. 
preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 2,79 μg PhIP in 3,18 μg MeIQx (preglednica 8). Tip 
vzorca je statistiĉno znaĉilno vplival na vsebnosti PhIP, MeIQx, PhIPsv in MeIQxsv, pri ĉemer 
so višje vrednosti izkazovali vzorci zrezkov. Ponovitve se med seboj niso statistiĉno znaĉilno 
razlikovale. 
 
Mleto meso je po toplotni obdelavi pri povpreĉni temperaturi 205 °C, 40 min, na 1 kg 
vsebovalo 12,83 μg PhIP in 3,35 μg MeIQx, oz. preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 6,26 μg 
PhIP in 1,63 μg MeIQx, zrezki pa so na 1 kg vsebovali 13,46 μg PhIP in 6,85 μg MeIQx, oz. 
preraĉunano na 1 kg sveţega vzorca, 7,15 μg PhIP in 3,63 μg MeIQx (preglednica 8). Tip 
vzorca je statistiĉno visoko znaĉilno vplival na vsebnost MeIQx in MeIQxsv, pri ĉemer so 
višje vrednosti izkazovali vzorci zrezkov. Pri vrednotenju rezultatov smo upoštevali tudi vpliv 
ponovitve poskusa, saj je bil le-ta znaĉilen pri MeIQx ter MeIQxsv. 
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Preglednica 8: Razlike v določeni vsebnosti PhIP in MeIQx ter PhIPsv in MeIQxsv (μg/kg) med toplotno 
obdelanim mletim svinjskim mesom in zrezki glede na povprečno temperaturo toplotne obdelave 
Povprečna 
temperatura (°C) 
Tip 
Vsebnost (μg/kg) 
PhIP MeIQx PhIPsv MeIQxsv 
198 
Mleto meso 3,67
b 
3,29
b 
1,77
b 
1,59
b 
Zrezki 5,29
a 
6,07
a 
2,79
a 
3,18
a 
pTIP 0,010 0,002
 
0,002 0,001
 
ppon 0,809 0,132
 
0,978 0,160
 
205 
Mleto meso 12,83 3,35
b 
6,26 1,63
b 
Zrezki 13,46 6,85
a 
7,15 3,63
a 
pTIP 0,634 ≤ 0,001 0,184 ≤ 0,001 
ppon 0,511 0,006 0,914 0,025 
sv – sveţi vzorec; znaĉilnost vpliva: p  0,001 statistiĉno zelo visoko znaĉilen vpliv, p  0,01 statistiĉno visoko znaĉilen 
vpliv, p  0,05 statistiĉno znaĉilen vpliv, p  0,05 statistiĉno neznaĉilen vpliv; pTIP – statistiĉna verjetnost vpliva vrste vzorca; 
ppon – statistiĉna verjetnost vpliva ponovitve; vrednosti z razliĉno nadpisano ĉrko znotraj stolpca (
a,b) se statistiĉno znaĉilno 
razlikujejo (p 0,05; znaĉilnost razlik med vrstami vzorca). 
 
4.5 UPORABA AVTOMTIZIRANEGA SPE SMARTPREP
®
 
 
Podatki o vplivu uporabljene SPE metode na vsebnosti PhIP in MeIQx ter njune na sveţi 
vzorec preraĉunane vrednosti so prikazani v preglednici 9. Razlike pri doloĉanju PhIP in 
PhIPsv niso statistiĉno znaĉilne, za doloĉanje vsebnosti MeIQx in tudi MeIQxsv pa med 
uporabljenima metodama obstaja statistiĉno znaĉilna razlika. 
 
Preglednica 9: Vpliv metode SPE na določeno vsebnost PhIP in MeIQx ter PhIPsv in MeIQxsv (μg/kg) v 
toplotno obdelani svinjini (n = 40, model 3, t-test v paru) 
Razlika med klasično metodo in SPE SmartPrep® 
HCA 
Vrednost Standardni odklon 
Df T vrednost Znač. 
Najmanjša Povprečna Največja Najmanjši Povprečni Največji 
PhIP -0,49 -0,11 0,26 0,96 1,17 1,50 39 -0,62 0,54 
MeIQx -0,99 -0,56 -0,13 1,09 1,33 1,71 39 -2,66 0,01 
PhIPsv -0,25 -0,06 0,13 0,50 0,61 0,78 39 -0,62 0,54 
MeIQxsv -0,52 -0,29 -0,07 0,57 0,69 0,89 39 -2,68 0,01 
n – število obravnavanj v poskusu; df – prostostne stopnje; znaĉilnost razlike: p  0,01 statistiĉno visoko znaĉilna razlika, 
p  0,05 statistiĉno neznaĉilna razlika; sv – sveţi vzorec.  
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5 RAZPRAVA 
 
Namen naloge je bil ovrednotiti, kako nihanje temperature vpliva na tvorbo PhIP in doloĉiti 
uporabnost avtomatizirane metode SPE SmartPrep
®. Ţeleli smo preveriti veljavnost slednjih 
hipotez: (1) predvidevanja, da bodo veĉje oscilacije temperature povzroĉile poveĉano 
vsebnost PhIP v toplono obdelanem mesu v peĉici, in (2) predvidevanja, da bodo primerjalne 
analize, narejene na avtomatiziranem SPE SmartPrep, enake kot po klasiĉnem postopku. 
 
Oscilacija temperature pri prednastavljeni temperaturi 200 °C in 40 minutnim trajanjem 
toplotne obdelave statistiĉno znaĉilno (p ≤ 0,001) vpliva na nastajanje PhIP. Njegova 
vsebnost pri omenjenih pogojih premosorazmerno narašĉa (R2 = 0,845) z višanjem oscilacije. 
Predvidevamo, da je vpliv oscilacije temperature na nastanek HCA posledica višjih doseţenih 
maksimalnih temperatur (Tmax), ki so odvisne tudi od Tpov, v poskusu smo doloĉili dve: 198 
°C in 205 °C. Odvisnost vsebnosti PhIP od Tmax je prikazana na sliki 14, pri ĉemer koliĉina 
nastalega PhIP z višjo doseţeno Tmax narašĉa. Iz tega lahko zakljuĉimo, da veĉje oscilacije 
temperature povzroĉijo poveĉano vsebnost PhIP v toplotno obdelanem mesu v peĉici in 
hipotezo (1) sprejmemo. 
 
 
Slika 14: Odvisnost vsebnosti PhIP od maksimalne temperature v pečici 
 
Primerjava naših rezultatov z ugotovitvami drugih avtorjev je precej teţavna. Raziskav o 
vplivu oscilacije na nastanek PhIP ali drugih HCA v literaturi nismo zasledili, samih podatkov 
o oscilaciji temperature pa v rezultatih navadno ni navedenih. Najbliţje naši raziskavi sta bila 
(Johansson in Jägerstad, 1994), ki sta z uporabo natanĉnega termostata pri grelni plošĉi 
ugotovila manjše koliĉine nastalih HCA pri nizkih in konstantnih temperaturah, kar 
potencialno nakazuje na vpliv oscilacije na nastanek HCA. 
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Vpliv temperature na nastanek PhIP je dokaj dobro raziskan. Nastajanje PhIP je zelo odvisno 
od temperature in ni linearno (Gross in Günter, 1992). Ĉeprav PhIP pod doloĉenimi pogoji 
lahko nastaja ţe pri 37 °C (Kinae in sod., 2002), pri 150 °C (slika 15) ne pride do nastanka 
visokih koncentracij (Skog in sod., 1997). Velik preskok se zgodi pri prehodu iz 175 °C na 
200 °C, kjer so pogoji za nastajanje PhIP najugodnejši. Pri 225 °C se vsebnost zmanjša, kar je 
verjetno posledica razgradnje in nastanka drugih HCA (Skog in sod., 1997).  
 
Slika 15: Vsebnost PhIP v odvisnosti od temperature in časa (Arvidsson in sod., 1999) 
 
Za celovito ugotavljanje vpliva oscilacije temperature med toplotno obdelavo bi bilo potrebno 
izrisati natanĉno krivuljo odvisnosti nastajanja PhIP od temperature. To bi omogoĉalo zelo 
dobro oceno vpliva oscilacije pri posamezni povpreĉni temperaturi. Iz dobljenih podatkov 
lahko sklepamo, da zelo veliko (25 °C) nihanje pri povpreĉni temperaturi 100 °C verjetno ne 
bi imelo velikega vpliva na nastanek PhIP, relativno majhno (5 °C) pri 200 °C pa bi imelo 
dokaj velik vpliv. Temperature toplotne obdelave se v peĉicah navadno gibljejo okoli 200 °C, 
to pa je obmoĉje, kjer lahko oscilacija povzroĉi pogoje, ki znatno poveĉajo nastajanje PhIP, 
zato je potrebno pozornost usmeriti k zagotavljanju ĉim bolj konstante temperature.  
 
Ĉeprav oscilacija temperature statistiĉno znaĉilno vpliva (p ≤ 0,001) na vsebnost MeIQx, so 
vrednosti v tem primeru razpršene in ne narašĉajo z višanjem oscilacije. Predvidevamo, da 
vsebnost MeIQx pri temperaturi 200 °C in 40 min toplotne obdelave doseţe plato. To se 
ujema z ugotovitvami drugih avtorjev, saj se MeIQx zaĉne tvoriti pri temperaturi 150 °C 
(Jackson in Hagraves, 1995), pri temperaturah okoli 200 °C pride do hitrega porasta v prvih 
15 min toplotne obdelave, nato pa vsebnost zaĉne padati, kar je lahko posledica kompetitivnih 
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reakcij porjavenja (Skog in Jägerstad, 1990), vstopanja MeIQx v reakcije z drugimi produkti 
Maillardove reakcije ali razpadanja na raĉun visokih temperatur (Jackson in Hagraves, 1995). 
 
Tip vzorca pri posameznih oscilacijah razliĉno vpliva na vsebnost PhIP in MeIQx. Pri 
oscilacijah 1,2, 1,6, 1,7, 2,7, 5,5 in 9,3 °C je vpliv na PhIP statistiĉno znaĉilen, pri ĉemer je 
vsebnost pri niţjih oscilacijah konstantno višja v zrezkih, pri višjih oscilacijah pa pride tudi do 
obratnega pojava. Tip vzorca pri skoraj vseh oscilacijah (razen v prvem primeru pri 1,6 °C) 
statistiĉno znaĉilno vpliva na vsebnost MeIQx, vsebnost pa je pri vseh oscilacijah višja v 
zrezkih. Vpliv tipa glede na povpreĉno temperaturo (198 in 205 °C) je za PhIP statistiĉno 
znaĉilen pri 198 °C z višjimi vrednostmi v zrezkih, pri MeIQx pa pri obeh Tpov. Do podobnih 
rezultatov so prišli tudi (Knize in sod., 1997), ki so ugotovili višje vsebnosti PhIP v celih 
pišĉanĉjih prsih brez koţe in kosti. Vpliv tipa pojasnjujejo z razlikami  temperatur na površini 
mesa in s spremembo dostopnosti prekurzorjev HCA v mletem mesu. V našem poskusu ne 
moremo izkljuĉiti vpliva deloma razliĉne postavitve vzorcev mesa med toplotno obdelavo: pri 
mletem mesu smo uporabili petrijevo plošĉo, ki se je toĉno prilegala vzorcu, zrezke pa smo 
poloţili na alufolijo s pribliţno 2 cm prostora okoli vzorca (slika 4). 
 
Povpreĉna temperatura toplotne obdelave statistiĉno znaĉilno vpliva na vsebnost PhIP (p ≤ 
0,001) in nima vpliva na vsebnost MeIQx (p = 0,371). Takšen rezultat je priĉakovan, saj 
imamo v omenjeni primerjavi dve zelo raznoliki skupini: prvo s Tpov 198 °C in nizkimi 
oscilacijami (niţja Tmax) in drugo s Tpov 205 °C in relativno visokimi oscilacijami (višja 
Tmax). Vsebnost PhIP je višja pri višji Tmax, vsebnost MeIQx pa se v tem temperaturnem 
obmoĉju ne razlikuje, saj verjetno doseţe plato. 
 
Glede na dobljene rezultate lahko zakljuĉimo, da je avtomatiziran SPE SmartPrep® uporaben 
za doloĉanje PhIP, ni pa primeren za doloĉanje MeIQx. Rezultati o vsebnosti PhIP (p = 0,54) 
se niso statistiĉno znaĉilno razlikovali od klasiĉne metode. Razlike so se pojavile pri MeIQx 
(p = 0,01), zato smo našo hipotezo (2) o enakih rezultatih delno sprejeli. Pri tem ţelimo 
poudariti, da je potrebno za celovito oceno uporabnosti metode opraviti še analize za ostale 
HCA. Z uspešno kalibracijo metode bi lahko pridobili hiter, avtomatiziran sistem, ki uporablja 
manjše koliĉine reagentov, omejuje izpostavitev topilom in steklovini, zagotavlja zelo 
ponovljive pogoje analize in eliminira veĉino ĉloveške napake (Horizon Technology Inc., 
2018). 
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6 SKLEPI 
 
 Oscilacija temperature znaĉilno vpliva na nastanek PhIP in MeIQx v svinjskem mesu.  
 
 Vsebnost PhIP pri omenjenih pogojih narašĉa premosorazmerno (R2 = 0,845) z 
oscilacijo, vrednosti za MeIQx pa so razpršene (R2 = 0,018). 
 
 Maksimalna temperatura peĉice znaĉilno vpliva na nastanek PhIP in MeIQx v 
svinjskem mesu. 
 
 Tip vzorca (zrezek oz. mleto meso) pri enakih pogojih znaĉilno vpliva na vsebnost 
PhIP in MeIQx. 
 
 Z uporabo temperaturno reguliranih peĉic (majhna oscilacija nastavljene temperature) 
lahko v prehrani bistveno zmanjšamo vnos potencialno rakotvornih komponent, kot je 
npr. PhIP 
 
 Uporaba avtomatiziranega SmartPrep® ekstraktorja je primerna za doloĉanje vsebnosti 
PhIP. 
 
 Uporaba avtomatiziranega SmartPrep® ekstraktorja ni primerna za doloĉanje vsebnosti 
MeIQx. 
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7 POVZETEK 
 
Heterocikliĉni aromatski amini so zaradi visokega potenciala za nastanek raka zelo zanimiv 
predmet raziskave. Do sedaj je bilo odkritih veĉ kot 25 razliĉnih HCA, pri ĉemer v 
prihodnosti priĉakujemo odkrivanje drugih, še neznanih HCA s podobno strukturo.  
 
Pomembna je popolna karakterizacija posameznih dejavnikov nastajanja teh spojin, zato smo 
v nalogi prouĉevali vpliv oscilacije temperature v peĉici na nastanek PhIP in MeIQx, s tem 
smo ţeleli odpreti novo raziskovalno podroĉje, ki je bilo do sedaj še nepojasnjeno. Poleg tega 
smo preuĉevali uporabnost avtomatizirane metode SPE Smartprep® za doloĉanje HCA in jo 
primerjali s klasiĉno, roĉno metodo. 
 
Pripravili smo dve seriji vzorcev, svinjske zrezke in mleto svinjsko meso v obliki pleskavic. 
Te smo toplotno obdelali pri prednastavljeni temperaturi 200 °C, 40 min in razliĉni oscilaciji 
temperature peĉniškega prostora. Sledila je ekstrakcija z etilacetatom in ekstrakcija s trdno 
fazo (roĉno ali z metodo SmartPrep®). Vsebnost HCA smo doloĉili z metodo LC-MS v 
sistemu Agilent 1100. Statistiĉno analizo zbranih podatkov smo izvedli s programskim 
paketom SAS/STAT. 
 
Toplotno obdelani vzorci so v povpreĉju na 1 kg vsebovali 10,55 μg PhIP in 4,98 μg MeIQx. 
Oscilacija temperature je statistiĉno znaĉilno vplivala na nastajanje PhIP, njegova vsebnost je 
premosorazmerno narašĉala z višanjem oscilacije. Sklepamo, da je vpliv oscilacije povezan z 
doseganjem višjih maksimalnih temperatur. Ĉeprav je oscilacija temperature statistiĉno 
znaĉilno vplivala na vsebnost MeIQx, so bile vrednoti v tem primeru razpršene in niso 
narašĉale z višjimi oscilacijami. To je najverjetneje posledica komepetitivnih reakcij rjavenja, 
vstopanja MeIQx v druge reakcije in obĉutljivosti na visoke temperature. 
 
Glede na dobljene rezultate lahko zakljuĉimo, da je avtomatiziran SPE Smartprep® le delno 
uporaben. Dobro se je izkazal pri doloĉanju PhIP, rezultati pa niso bili konstantni v primeru 
MeIQx. Za celovito oceno uporabnosti metode bi bilo potrebno opraviti analizo ostalih HCA. 
 
Menimo, da bi zelo dobro oceno vpliva oscilacije pri posamezni povpreĉni temperaturi 
omogoĉila doloĉitev in izris natanĉne krivulje odvisnosti nastajanja PhIP od temperature. 
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